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Contribution à l'étude 
de l'hépatite contagieuse du Chien 
1. Culture sur tissu
par l\11'1ne M. FONTAINE, M. FONTAINE, A. BRION, P. GORET 
et Ch. PILET 
La difficulté de caractériser le virus de l'hépatite contagieuse 
du chien, le souci d'en produire une importante quantité et d'en. 
étudier les propriétés, nous ont incités à recourir à la culture 
de virus sur cellules. 
CABAsso, STEBBINS, NORTON et Cox (1), puis FIELSTEEL et EMEHY 
(2), MULLER et TttORDAL-CRISTENSEN (3) ont déjà indiqué les 
possibilités ofîertes par cette méthode et la facilité avec laquelle 
le virus peut se multiplier sur cellules de chiens· en culture. 
Nous avons utilisé les cellules rénales de chiens jeunes pré­
parées selon la méthode de Youngner en milieu de Earle à la 
lactalbumine. Le développement des cellules est rapide en tubes 
ou èn flacons ; elles sont utilisables pour inoculation dès le 
3° jour, lors du renouvellement du milieu nutritif. L'infection 
par le virus se traduit -par un effet cytopathogène marqué. Les 
lésions cellulaires se lisent facilement dès la 36° heure pour 
devenir très évidentes après 48 heures, par comparaison avec 
les cellules saines des tubes de contrôle, alors que la richesse 
en virus du liquide est maximll:m aux environs de la 40° heure 
après l'inoculation. 
La neutralisation de l'ultravirus par un sérum permet ct·e 
confirmer l� nature du réactif - virus ou anticorps neutralisant 
- éprouvé par ce procédé qui est fidèle et spécifique .. 
La méthode nous a permis d'obtenir quelques premiers résul­
tats dont nous voudrions donner ici l'aperçu. 
(1) Proc. Soc. E.rp. Bio/. Med., 1%4, 8;), 23H. 
(2) Proc. Soc. E.rp. Bio/. Merl., 19;)-1, 8G, 8HJ. 
(3) Nord. l'et. Me<l., 1954, (), 767. 
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1) lSOLEl\IE�T DE VIRUS DE FOIES DE CHIENS, leur caractérisation 
par un sérum de contrôle ; appréciation de la qualité des 
anticorps sériques par l'épreuve de séro-neutralirntion d'un virus 
connu. 
::!) lSOLEMDIT DE VIRUS n' AMYGDALES DE CHIENS i nocu l és précé­
demment par des pulvérisations nasales et pharyngées de su".i­
pensions tissulaires infectées. Ces tissus virulents pro\'enaient 
d'un animal en infection inapparente, utilisé pour la trammission 
en �érie de virus de la rhino-amygdalite contagieuse. La culture 
sur tissu nous a permis ainsi de consbttP.r et de prouYer que 
le virus <le l'hépatite contagieuse peut se i·évéler pathogène ù 
_l'occasion du développement, plus lent, d'une autre maladie virnlP. 
du chien, après s'être maintenu dans l'organism e sans ma nifester 
le moindre symptôme . 
3) EFFET CYTOPATHOGÈNE DU vrnus (photos I à VII). Les 
i_,lwto 1. - Culture de cellules rénales de chien. Tissu normal. Grossisse­
ment : X 12.) 
cellules cultivées sur lamelle, fixées puis colorées à l'hémato­
xyline-éosine, présentent des moclifications déGebbles après 24 
Photo Il. - Culture de cellules rénales ch: chien. Tissu normal. Grossissi.!­
mcn t : X 500 
Photo Ill. - Culture de cellules rénales de chien. Inoculation virus 
Ruba.�t:1. Dégénérescence avancée Grossissement : X I 25. 
Photo IV. -- Culture de cellules rénales de chien. Inoculation Yirus Ru­
barth. Dégénérescence avancée. Grnssissement : X 500. 
Photo l'. -- Culture de cellules rénales de chien. Inoculation virus Ru­
barlh. Anomalies nucléolaircs. l\Jodificatio;1 de la chromatine. Grossisse­
ment : X 500. 
Photo l'i. - Culture de cellules rénales de chien. Inoculation cle \·ir11s 
Rubarth. Aspects d'inclusions nucléaires en formation. Grossissement : 
X 500. 
Photo rll. - Culture rl<> cellules rénales de chien. lnocuhttinn l:� v:ru<\ 
Rubarth. Inclusions nucléaires typiques. Gr.ossissement : X 500. 
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heures d'incubation et, 48 heures après l'infection, la grande 
majorité des cellules montrent <les lésions, aboutissant, après. 
la 72c heure à une dégénérescence totale. 
Au faible grossissement, on remarque d'abord un arrondisse­
ment des cellules, qui ont tendance à s'isoler les unes des autres ; 
les nucléoles apparaissent très tôt hypertrophiés et fortement 
colorés ; puis les noyaux se densifient. et l'architecture cellulair� 
se modifie considérablement ; enfin l'ensemble de la culture se 
présente sous l'aspect d'un amas de boules foncées, irrégulière­
ment réparties, libres ou reliées entre elles par de fins filaments 
rectilignes ; en de nombreux endroits de la préparation les cel­
lules ressemblent à des grains d'une grappe de raisin. 
L'examen à un plus fort grossissement permet de saisir des 
lésions qui sont peut-être initiales, à savoir l'hypertrophie et 
l'irrégularité des nucléoles, accompagnées d'une modification de. 
la chromatine nucléaire qui se dispose en mottes a1longées, en 
amas plus denses et irréguliers. Un peu plus tard on peut 
remarquer dans quelques cellules une densification de la chro­
matine à la périphérie du noyau en un fin liseré festonné, séparé 
par un espace clair d'une masse centrale dense contenant un 
gros nucléole difforme, mal délimité. Les cellules dégénèrent 
rapidement ensuite, soit directement avec désorganisation com­
plète du noyau qui devient très dense et rétraction du cytoplasme 
qui se colore uniformément, soit avec formation d'images d'in­
clusions nucléaires caractérisées.par une masse compacte sombre, 
occupant la plus grande partie du noyau et semblant se dévelop­
per à partir de nucléoles hypertrophiés ; cette masse est entourée 
par un halo optiquement vide qui la sépare d'une très fine 
ligne marquant la périphérie nucléaire. A un stade ultime, les 
cellules peuvent se détacher de la paroi de -yerre ou bien elles 
sont devenues des granulations épaisses, irrégulières et. mécon­
naissables. 
Toutes ces lésions cellulaires, Lien évidentes et semblables à
celles décrites par LEADER (4) paraissent ne pas présenter en 
définitive des caractères très spécifiques de l'action du virus et 
les images d'inclusions ne peuvent correspondre qu'à un agen­
cement particulier et très variable d'une cellule à l'aufre, des 
constituants altérés des noyaux. 






4) PHODUCTIO�� ET JhUDE DU VIHUS DE CULTUHE. 
a) Pollvoir pathogène. 
Lors de passages en série sur cellules rénales, l� virus s'adapte 
à ce tissu au cours de� premiers passages où la période d'incuta­
lion devient plus courte et fixe et l'effet cytopathogène très 
marqué. La Yirulence des premiers pass�-;.ges est telle que l'inc­
culnlion sous-cutanée ou intrapéritanéale du virus de cultur� à 
des chiens sensibles entraîne la mort en 36 à 7'2 heures avec 
des lésions spécifiques intenses. Mais nos premiers essais sem­
blent démontrer que l'adaptation au tissu s'accompagne p:tr la 
suite d'une diminution progressive du pouvoir pathogène pour 
l'animal, ce qui a d'ailleurs été· très bien démontré p��r FIELDSTEEL 
(5). 
b) Pouvoir antigène. · 
Le virus ainsi cultivé est notablement purifié par rapport au 
virus prélevé sur Je chien et, seuls, quelques débris cellulaires 
l'accompagnent dans le liquide nutritif. 
Quelques expériences, ·en nombre encore trop· restreint pour 
permettre une appréciation définitive, sur les possibilités de 
précipitation en gélose après diffusion du couple sérum immun­
virus de culture, laissent à penser que la réaction est possible, 
mais nous n'avons pas encore établi sa spécificité ni sa sensibi­
lité ; des recherches orientées dans cette direction pourront, 
peut-être, aboutir à l'établissement d'une méthod� r!lpicle d'en­
quête sérologique, la quantité importante de matériel :mligénique 
et ses impuretés éventuelles n'étant plus des obstacles importanls 
pour une telle entreprise·*. 
Le virus de culture s'avère défectueux pour la mise en évidence 
du pouvoir hémagglutinant et de son inhibition*. 
A l'inverse la réaction de fixation du complément est utilisable 
avec i'antigèn� de culture, mais ell,e n'acquiert pas ainsi une 
spécificité absolue puisque nous avons obtenu des réactions posi­
tives, en utilisant la méthode de :Kolmer selon la technique établie 
par l'un de nous avec CAMAND, MAcIWWIAK et JouBEHT (6) , avec 
le contenu de tubes témoins ne renfermant pas le virus comme 
si les cellules rénales, saines, jouaient parfois le rôle d'un 
(5) Am. J. \'et. Res., 1956, 17, 380. 
(*) Recherches en cours à paraître ultérieurement. 
(6) Bull. Ac. l'ét. France, 1956, 29, 18.�. 
nu LLETIN DE L'ACADÉMIE 
antigène vis-ù-Yis <les sérums <le chiens immunisés contre 
l'hépatite contagieuse. 
EN HF�SUMI�, confirmant des travaux antérieurs réalisés à 
l'étranger, nous avons réussi à cultiver aisément le virus cl� 
l'hépatite contagieuse du chien sur culture de tissu. 
Nous poursuivons nos recherches clans le sens des applic[ltions 
diagnostiques directes ou inilirectes et prophylactiques, qm lais­
sent entrevoir la mise en œuvre relativement facile de cette 
technique pour la production et l'étude du virus de Huharth. 
(Laboratoire du Service de Médecine: Prof. A. Brion et Labo­
ratoire de Bactériologie : Prof'. P. Goret - Ecole l' étérinaire 
d' Alfort.) 
DISCUSSIO:\ 
M. GUILLOT. - Xormalcmcnt, dans les reins de chiens atteints de 
maladie de Ruharlh, on note dans les cellules des inclusions, comme 
dans les cellules hépatiques ? 
M. GonET. - Beaucoup moins nomberuses, mais qn en note éga­
ll·ment. 
�'1. Gu1LI.OT. - Voisines de celles que Yous venez de monfrer ? 
l\'L Go1rnT. - Tout à fait la même chose. 
